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 EV71 的 3C 蛋白酶对于病毒的复制有非常重要的作用。在其复制的过程中，




RNA 病毒，和 EV71 同属小 RNA 病毒科。AG7088（Rupintrivir）是针对 HRV 的
3C 蛋白酶开发的 为有效的药物，虽然在临床二期的试验失败了，但是它具有非
常高的细胞内和细胞外的抑制活性，而且 EV71 与 HRV 具有一定的同源性，我们
将 AG7088 视为一个设计手足口病药物的非常好的先导化合物。 
 本课题中，我们采用了 X 射线衍射晶体学的方法和酶学实验，对 EV71 的 3C
蛋白酶的各种小分子抑制剂做了评估。我们成功得到了 EV71 的 3C 蛋白酶与
AG7088 及其各种类似物结合的晶体结构。从结构中，我们找出了 3C 蛋白酶抑制
剂设计的一个关键要点。我们还设计出了一种新的，具有更高配基利用率的化合
物，为 EV71 相关疾病的抗病毒药物的开发提供了新的思路。 
 
 
















 Hand, foot, and mouth disease (HFMD) is a disease that mainly affects children 
and infants. It caused hundreds of death every year all over the world in the recent 
years. Enteroviruses are a group of viruses in Picornaviridae with large number of 
clinically significant pathogens, such as polioviruses and coxsackieviruses, which 
have a long history of causing severe suffering and death in humans. The outbreaks in 
recent years of HFMD by enterovirus 71 and coxsackieviruses highlight the 
importance to control and treat the associated diseases. Enterovirus 71 (EV71) is one 
of the causative agents of hand, foot and mouth disease. Besides causing HFMD, 
EV71 can also spread its infections to the central nervous and other systems with 
severe consequences. It could lead to some serious complications such as encephalitis 
(swelling of the brain), which can be fatal.  
The replication of EV71 depends on its 3C protease (3Cpro), which is a 
significant target for drug design. All but one of the proteolytic processes depends on 
the enzymatic activity of 3Cpro. 3Cpro is therapeutic target of a great value not only 
because it is an essential component in the life cycle of enteroviruses, but also 
because it plays crucial roles in controlling the cellular replication, as well as evasion 
and suppressing the host defence mechanisms. 
While extensive efforts have been spending in developing therapeutics to treat 
rhinovirus infections, limited work has been done for enteroviruses. AG7088 
(Rupintrivir) is the most significant compound developed up to date targeting 3Cpro 
for the treatment of rhinovirus-associated common cold. Despite its uncertainty in 
Phase II clinical trials for treating common cold, it is a useful starting compound for 
the therapeutic development to treat enterovirus-associated diseases. 
In this thesis, we performed X-ray crystallographic and enzymatic studies to 
evaluate the interactions between EV71 3Cpro and inhibitors. It was shown that 















compound potency. A new series of potent and ligand efficient inhibitors was 








































 1997 年，马来西亚的沙捞越州爆发手足口病，造成 31 名儿童死亡。1998 年，
台湾爆发手足口病，主要感染儿童，这次传染病的爆发共产生了约 150 万的病例，
其中有 405 例严重的并发症并造成 78 名儿童死亡。2008 年 3 月，中国安微阜阳
爆发了手足口病，截止至该年 5 月 13 日，共造成 25000 例感染，42 例死亡。同















染，死亡 11 例），蒙古（1600 例感染）和文莱（1053 例）。2009 年 1 月到 4 月，
中国大陆报道病例 115,000 起，其中 773 起为严重病例，50 例为致死病例，在山
东省造成了 17 名儿童死亡，河南省造成了 18 名儿童死亡。2010 年，中国广西，
广东，山东，河南，河北等省份爆发手足口病，至 10 年 3 月，共造成 70756 例
儿童感染，40 例死亡病例。到 6 月，死亡人数达到顶峰，共造成 537 例死亡。
2011 年，在越南共报道 98 人死于该病，其中 75%为三岁以下儿童，超过 42000
病例被报道。世界卫生组织报道 2011 年中国共有手足口病 1,340,259 例，其中死
亡人数 437 例。2012 年，柬埔寨共有 52 名儿童死于一种神秘的疾病，后来被确




 能引发手足口病流行的病毒有许多种，其中以小 RNA 病毒科肠道病毒属的
埃可病毒、柯萨奇病毒和新型肠道病毒为主。其中柯萨奇病毒 A 的 4、5、7、9、
10、16 型，柯萨奇病毒 B 的 2、5 型以及肠道病毒 71 型（EV71）为主要的流行
病毒，以 CVA16 和 EV71 型病毒 为常见[6]。小 RNA 病毒科的病毒是直径约为
30nm 的正二十面体病毒，它们是由 60 个原体所组成的，而每个原体都是又外壳
蛋白 VP1-VP4 四种结构蛋白构成。病毒基因组为正义单链 RNA，长度一般为
1500-8000bp，且只含有一个开放的阅读框。 
由 EV71 引起的手足口病会导致神经毒，使患者的病情相比由其他病原体引
起的手足口病更为严重，且多数死亡的病例都是由 EV71 引起的。由于 EV71 病
毒所引起的手足口病可能伴有一些严重的神经毒病发症。至于 EV71 病毒如何通
过血脑屏障，影响到中枢神经系统，或通过其他什么方式造成患者的神经毒，目































1.2 EV71 病毒的概述 
1.2.1 EV71 的病原学 
 肠道病毒（Enterovirus）是一类有许多种显著临床治病性的病原体，它在分
类学上属于小 RNA 病毒科。肠道病毒（EV）按照血清学可以分成脊髓灰质炎病
毒（3 个血清型）、艾柯病毒（28 个血清型）、柯萨奇病毒 A 组（23 个血清型）
和柯萨奇病毒 B 组（6 个血清型）[7]。1970 年起，采用新的命名方法，统一命名
为肠道病毒，按照新命名法，肠道病毒至少已经有 90 个亚型，分属于 A~D 四类
[8]（图 1-1 示）。 
EV71 依据 VP1 或 VP4 蛋白的序列被分为 4 种基因型，A 型，B 型，C 型和
D 型，各种基因型近些年来被制成了统计表格[9]。在过去的 20 年中，与 EV71
有关的手足口病暴发主要都是由 C 基因型造成的，具体来说主要是 C1-C3 以及
C5。从 1986 年至 2008 年，C1 型主要在中国，英国以及美国出现。而 C2 型主
要由 1998 年台湾暴发的手足口病的 EV71 病毒中分离得出，C3 型在 1997 年中
国和 1999 年韩国暴发的手足口病中分离出。而 C5 型 2001 和 2003 年在台湾，
越南和泰国也造成极大的伤亡。近些年来，在亚洲爆发的 EV71 多为 D 型亚型（原
















图 1-1 人肠道病毒血清型分类[8] 
Figure 1-1 Human enterovirus serotypes, by species  
 
1.2.2 EV71 病毒的结构和各部分功能 
EV71 是一类典型的小 RNA 病毒科病毒，它有一条正义链 RNA 基因组，长
度大约为 7.4kb。EV71 的外壳结构已经被解析[10]。它是无外膜包被正二十面体
病毒，直径约为 30nm，正二十面体由 60 个原体组成，每个原体是由 VP1(32kDa)、
VP2(28kDa)、VP3(27kDa)和 VP4(8kDa)4 个结构蛋白组成的[11]。其中 VP4 位于
内部而其他三个原体位于外部。病毒 RNA 只有一个开放的阅读框，编码一个约
为 250kDa 的多聚蛋白。多聚蛋白又分为 3 个前体蛋白 P1、P2、P3。P1 部分包
括所有的外壳蛋白 VP1-4，P2 蛋白由 2A、2B、2C 组成，P3 蛋包括 3A、3B、
















 图 1-2 EV71 外壳蛋白的晶体结构[10] 
(a)外壳蛋白整体结构 (b)成熟的病毒和空壳的结构比对 
(c)VP1-4 各蛋白晶体结构 
Figure 1-2 Crystal structure of EV71 VLP  
(a)Structure of VLP (b)Comparison of Mature virion with empty particle 
(c)Crystal structure of VP1-4 
 
 
图 1-3 EV71 基因组结构[2] 
Figure 1-3 Genome Structure of EV71 
 
 衣壳蛋白 VP1 是十分多变的，它能够给予病毒以抗原的性质。因此，VP1
区域是 适合作为序列分析以确定病毒遗传多样性的区域，它的序列和 EV71 病
毒的血清学分类密切相关。病毒的外壳对病毒的致病性起到了至关重要的作用，
而且其中 VP1 蛋白对病毒的吸附和脱壳过程起到了非常大的作用。报道称 VP1
蛋白可以跟三种人脑内的蛋白相互作用，这种相互作用可以阻断人脑内蛋白的正
常作用，从而导致神经性的并发症，比如急性迟缓性麻痹和脑炎[3]。 





特异性受体主要有两个，清道夫受体 B2（SCARB2）和人 P-选择素糖蛋白配体 1
（PSGL-1）[17,18]。其中 SCARB2 受体可作为绝大多数的 EV71 病毒株的受体，
它在不同组织和细胞中广泛表达，起初表达在溶酶体上，参与溶酶体和胞内体的
转运过程[19, 20]。研究显示，SCARB2 的抗体可以降低感染率。而 PSGL-1 是一种
唾液黏蛋白，广泛存在于白细胞表明，可以参与炎症早期反应[21]。 




















非结构蛋白，除了 VLP 和 2A 的切割外，3C 蛋白酶行使了其他蛋白所有加工过
程的酶切作用[22]。然后，病毒再次以正链 RNA 为模版合成负链 RNA，后者进入
内质网，借助细胞内的原料，大量合成正链的 RNA。当合成的正链 RNA 达到一
定量的时候，病毒开始组装。组装完毕后，每个病毒由外壳装载着 VPg-RNA，
在细胞破裂的同时被释放出去，进行新的感染[12]（图 1-4 示）。 
 
图 1-4 EV71 生活史[12] 
Fig. 1-4 The EV71 life cycle 
 
1.2.4 EV71 的疫苗和抗病毒药物研发现状 
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